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Abstract 



A laser-scanning microscope has an AOTF in a laser input beam coupler, with a temperature sensor 
arranged adjacent to the AOTF and device for heating and cooling of the AOTF. 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



Jabstract?CY=ie&LG=en&PNP-DE19827140&PN=DE19827140&CURDRAW=0&^ 



liiiiiiiiii 



@ BUNDESREPUBLIK ® Off niegungsschrift 

DEUtSCHlAND ^gg A 1 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® 



® Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
(§) Offenlegungstag: 



(g) Int.CI.^: 

G 02 B 21/00 



19827 140.9 
18. 6.98 
23. 12.99 



O 

CM 
00 



UJ 



@ Anmelder: 


@ Erfinder: 


Carl Zeiss Jena GmbH, 07745 Jena, DE 


Simon, Ulrich, Dr., 07751 Rothenstein, DE;Wilhe!m, 




Stefan, Dipl.-lng., 07745 Jena, DE 




(§) Fur die Beurteilung der Patentfahlgkeit in Betracht 




zu ziehende Druckschriften: 




US 45 36 062 




EP 06 95 963 A1 



Die f olgendon Angaben smd den vom Anmelder efngerefchten Unterlagen entnommen 

(S) Laser-Scanning-Mlkroskop mit AOTF 

(57) Laser-Scanning-Mikroskop mit einem AOTF im Laser- 
Etnkopplungsstrahlengang, wobei in der Umgebung des 
AOTF Oder in dessen Nahe oder mit diesem verbunden 
ein TemperaturfCihter vorgesehen ist, 
und eine Heizung oder Kuhlung des AOTF und/oder sei- 
ner Umgebung erfolgt. 



o 

CM 
00 



111 
Q 



BUNDESDRUCKEREI 10.99 902 051/341/1 



21 



DE 198 27 140 A 1 



1 

Beschreibung 



Bs ist bereits bekannt, in einem Laser-Scanning-Mikro- 
skop Laser unterschiedlicher Wellenlangen iiber Strahlteiler 
zusammen/ufuhren und iiber einen AOTF mit einem iiber 5 
Brechungsindexvariation realisierten (jitter, dessen (}ittcr- 
konstante entsprechend seiner hochfrequenten Ansteuerung 
variabel ist, in cine Lichtleitfaser einzukoppeb. 

Die durch den AOTF in erster Ordnung gebeugte Wellen- 
lange sowie die Intensitat werden durch Ansteuerung des lO 
AOTF eingestellt, die Intensitat uber die Amplitude der 
Schallwelle und die Wellenlange uber die Frequenz der 
SchallweUe. 

Die Verwendung von Akustoptik zur Linienselektion und 
Abschwachung von Laserlinien in einem modularen Aufbau 15 
hat den Nachtcil, daB die Transmissionseigenschaften der 
Akustoptischen Einheit stark temperaturahhangig sind. 

Dies ist dadurch zu erklaren, daB es mit Anderung der 
Temperatur zu einer Anderung der Schallgeschwindigkeit 
im Kristallmaterial kommt, die sich indiiekt in einer Abwei- 20 
chung von der optdmalen Frequenz und damit in einer Ab- 
nahme der Beugungseffizienz bemerkbar macht. Eine Fre- 
quenzverschiebung von ca. 16 KHz/°C wurde eraiittelt. 

Das fiihrt zu Intensilaisverlusten und zu rnoglichen Inten- 
sitatsmodulationen im gescannten Bild. 25 

Wurde der AOTF beispielsweise auf 21°C abgestimmt, 
fallt bei einem Temperaturwechsel von ll'^C auf 35''C die 
transmittierte Leistung ohne KorrekturmaBnahmen auf ca. 
5% des Ausgangswcrtcs ab. Selhst bei einer Tempcraturan- 
derung von nur 4°(: kommt cs zu einem I^islungsabfall um 30 
ca. 50%. 

Eine akzeptable Performance des Laser-Scanning- Mikro- 
skopes ist nur zu gewahrleisten, wenn die Temperatur- 
schwankungen auf +/- PC eingegrenzt werden konnen. 

Dies ist jedoch in der Praxis durch die vielfaltigen Ein- 35 
satzmoglichkeiten des Laser-Scanning-Mikroskopes kauin 
mogiich. 

Raumtemperaturen > 30°C werden daruber hinaus in vie- 
len Labors schneli erreicht. 

Die Erfindung hat daher die Aufgabe, trotz ungewisser 40 
und nicht konstanter Aufstellbedingungen des LSM die Sta- 
bilitat der Laserleistung fiir alle benotigten Wellenlangen in 
uluravioletten (351 nm, 364 nm) und sichtbaren Spektralbe- 
reich (450 nm 650 nm) zu gewahrleisten. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemafi durch die Merkmale 45 
der unabhangigen Patentanspriiche gelCsl. 

Bevorzugte Weiterbildungen sind Gegenstand der abhan- 
gigen Anspriiche. 

Vorteilhaft kann die AOTO Frequenz iiber die Ansteue- 
rung des AOIT durch eine Treiberschnittsteile in Abhangig- 50 
keit von der Temperatur gesteuert werden. 

Die Temperaturerfassung kann hierzu in unmittelbarer 
Nahc des AOTF, beispielsweise direkt an scinem Gehause 
crfolgen. 

Falls eine Temperaturabweichung von groBer +/ l^C 55 
von einem vorgegebenen Referenzwert festgestellt wird, er- 
folgt eine automatische Frequenznachstellung innerhalb ei- 
nes vorgegebenen Frequenzfensters, vorzugsweise +/- 200 
KHz um die bei dem Referenzwert(Temperatur) festgelegte 
Frequenz Die Frequenz kann auch anliand vorher aufge- GO 
nommener und tabeliarisch abgespeicherter temperaturab- 
hangiger Frequenzwerte eingestellt werden. 

Die Temperaturabweichung kann auch durch eine Tntensi- 
ratserhohung ausgeglichcn werden, die den Effizienzvcrlust 
des AOTF ausgleicht. 65 

Das dargestellte LSM realisiert auf dem VIS Lasermodul 
im ExUremfall die Vereinigung von einem Ar Laser (458 nm, 
488 nm, 514 nm) bzw. ArKr Laser (488 nm, 568 nm) mit je- 



weils zwei HeNe-Lasern. Die Laserlinien werden uber Di- 
chroite und Spiegel auf eine gemeinsame Achse vereinigt, in 
einem AOTF selektiert und die erste Beugungsordnung des 
VIS AOTF wird in eine Single Mode Faser gekoppelt. Auf 
dem UV Lasermodul erfolgt die Selektion der Laserlinien 
351 nm und 364 nm iiber einen IJV-AOTF; die erstc Beu- 
gungsordnung wird eben falls in eine Single Mode Faser ein- 
gekoppelt. 

Die Erfindung wird nachstehend anhand der schemati- 
schen Darstellungen naher erlautert. Es zeigen; 

Fig, 1: Den Surahlengang eines Laser-Scanning-Mikro- 
skopes; 

Fig, 2: Den beheizbaren AOTF in einem seitlichen Teil- 
schnitt und in raumlicher Darstellung. 

In Fig. 1 sind schematisch eine Mikroskopeinlieit M und 
ein Scankopf S dargestellt, die eine gemeinsame optische 
SchnitLstelle iiber eine Zwischenabbildung Z gemaB Fig. 2 
ausweisen. 

Der Scankopf S kann sowohl an den Phototubus eines 
aufrechten Mikroskopes sowie auch an einen seidichen 
Ausgang eines inversen Mikroskopes. 

In Fig. 1 ist ein zwischen Auflichtscan und Durchlichts- 
can mitttels eines schwenkbaren Spiegels 14 umschaltbarer 
mikroskopischer Strahlengang dargestellt, Jnit Lichlquelle 
1, Beleuchtungsoptik 2, Stralilteiler 3, Objektiv 4, Probe 5, 
Kondensor 5, Lichtquelle 7, Empfangeranordnung 8, einer 
ersten Tubuslinse 9, einem Beobachtungsstrahlengang mit 
einer zweiren Hibuslinse 10 und einem Okular 11 sowie ei- 
nem Strahlteiler zur Binkopplung des Scanstrahls daige- 
stellt. 

Ein Lasermodul 13.1, 13.2 ninunt die Laser auf und ist 
iiber Monomode Lichtleitfasem 14.1, 14,2 mit der Laser- 
einkoppeleinheit des Scankopfes S verbunden. 

Die Einkopplung der Lichdeitfasem 14.1. 14,2 erfolgt 
mitiels einer verschieblichen Kollimationsoptik 16, auf die 
noch naher eingegangen wird, sowie Strahluuilenkelenien- 
ten 17,1, 17.2. 

Mittels eines teildurchlassigen Spiegels 18 wird ein Uber- 
wachungssU-ahlengang in Richtung einer Monitordiode 19, 
der, vorteilhaft auf einem nicht dargestellten drehbaren Fil- 
terrad Linicnfiltcr 21 sowie Neutral filter 20 vorgeordnet 
sind, ausgeblendet. 

Die eigentliche Scaneinheit besteht aus Scanningobjektiv 
22, Scanner 23, Hauptstrahlteiler 24 und einer gemeinsamen 
Abbildungsoptik 25 fiir Detekuonskanale 26.1-26.4. 

Ein Urnlenkprisma 27 hinter der Abbildungsoptik 25 
spiegelt die vom Objekt 5 kormnende Strahlung in Richtung 
dichroitischer Stralilteiler 28 im konvergenten Strahlengang 
der Abbildungsoptik 25, denen in Richtung und senkrecht 
zur optischen Achse verstellbare und in ihrem Durchmesser 
veranderbare Pinholes 29, individuell fur jeden Detektions- 
kanal sowie Emissionsfilter 30 und geeignete Empfanger- 
clcmente 31 (PMT) nachgcordnet sind. 

Die Strahlteiler 27, 28 konnen vorteilhaft, wie in Fig. 5 
schematisch dargestellt, als Teilerrad mit mehreren Positio- 
nen, motorisch durch Schrittmotoren umschaltbar, ausgebil- 
det sein. 

Vorteilhaft erfolgt eine Einkopplung von UV-Strahlung in 
Glasfaser 14.1, vorzugsweise einer Single-Mode-Glasfaser 
mittels eines AOTF, als Strahlablenker, d. h, wenn der SUrahl 
nicht auf den Fasereingang fallen soil, wird er mittels des 
AOll^^ vom Fasereingang, beispielsweise in liichtung einer 
nicht dargestellten Lichtfalle, abgelenkt. 

Die Einkoppclopdk 33 zur Einkopplung der T^serstrah- 
lung weist zur Einkopplung nicht dargestellte Linsensy- 
steme auf, deren Brennweite durch den Strahlquerschnitt der 
Laser und die fiir die optimale Einkopplung erforderliche 
numerische Apertur festgelegt ist. Im Lasermodul 13,2, sind 
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Einzel- und Multiwellenlangcnlaser voigesehen, die einzeln 
Oder gemeinsam uber einen AOTF in eine oder mehrere Fa- 
sern eingekoppelt warden. Weiterhin kann die Einkopplung 
auch iiber mehrere Fasem gleichzeitig erfolgen, deren Strah- 
lung mikroskopseitig nach Durchlaufen einer AnpaBoptik 
durch Farbvereiniger gemischt wird, 

Auch die Mischung der Strahlung verschiedener Laser 
am Fasereingang ist moglich und kann anhand der schema- 
tisch dargestellten, auswechselbarer und schaltbarer Teller- 
spiegel 39 erfolgen. 

Die aus dem Faserende der Fasern 14,1,2 an der Scanein- 
heit s austretende Laserstrahlung wird mittels der Kollimati- 
onsoptik 16 auf einen Unendlichstrahl koUimiert, Das er- 
folgt vorteilhaft mit einer einzelnen Linse, die durch Ver- 
schiebung entlang der optischen Achse mittels einer iiber 
eine zentrale Ansteuereinheit 34 ansteuerbare Steuereinheit 
37 eine Fokussierungsfunktion hat, indem ihr Abstand zum 
Ende der Lichtleitfaser 14.1,2 an der Scaneinheit erfin- 
dungsgemaB veranderbar ist. 

Die Monitordiode 19, die auch, hier nicht dargestellt, eine 
vorgesetzte Fokussierlinse aufweisen kann, wirkt in Verbin- 
dung mit einem linien- oder bereichsselektiven Filterrad 
Oder Filterschieber 21, angesteuert von einer Steuereinheit 
36, zur permanenten Uberwachung der in das Scanmodul 
eingekoppelten Laserstrahlung, insbesondere um die Lei- 
stung in einer bestinunten Laserlinie isoUert zu kontrollieren 
und gegebenenfalls iiber den AOTF 32 mittels eines Regel- 
signales der Ansteuereinheit 34 zu stabilisieren. Die Detek- 
tion mittels der Monitordiode 19 erfaBt das Laserrauschen 
und Variationen aufgrund des mechanisch-optischen Uber- 
tragungssystems, 

Aus der detektierten raomentanen Laserleistung kann da- 
bei ein Fehlersignal abgeleitet werden, das on-line direkt auf 
den Laser oder einen dem Laser nachgeschalteten Intensi- 
tatsmodulator (ASOM, AOTF, EOM, Shutter) zwecks der 
Stabilisierung der in das Scanmodul eingestrahlten Laserlei- 
stung zuriickwirkt, 

Durch die Ansteuening der Filtereinheit 21 kann somit 
eine wellenlangenweise Stabilisierung der Intensitat und La- 
serleistungskontrolle erfolgen, 

Durch eine Verbindung zur Detektion 31 (PMT) und Je- 
wells zur zentralen Ansteuereinheit kann durch Bildung von 
Signalquotienen / oder Signalsubtraktion des Detektionssi- 
gnales und des Monitorsignales der Diode 19 eine Rausch- 
verminderung bewirkt werden, indem das entsprechende 
Sensorsignal eines Detektionskanels pixelweise als Pixel- 
Bildinformation auf das Signal der Monitordiode normiert 
wird (z. B. Division), um auf diese Weise Intensitatsfluktua- 
tionen im Bild zu verringem. 

Unmittelbar am AOTF ist ein Temperaturfiihler TF befe- 
stigt, der die Umgebungstemperatur des jeweiligen AOTF 
erfaSt. 

Diese wird zur Ansteuereinheit 34 iibennittelt, die einen 
Rechner enthalt, der anhand vorher eingespeicherter Kor- 
rekturkurven und einen RS 232-TreiberschaItkreis die 
AOTF-Frequenz in Abhangigkeit von der Temperatur in ei- 
nem vorgegebenen Frequenzfenster einstellt und optimiert, 
das heiBt, die durch die Temperaturabweichung aufgetretene 
Frequenzverschiebung durch Frequenzerhohung oder Ver- 
ringerung ausgleicht. Dieser Ausgleich kann aber auch auto- 
matisch anhand des von der Diode 19 aufgenommenen und 
an die Ansteuereinheit iibermittelten Intensitatswertes der 
LasersUrahlung erfolgen, indem die Diode 19 mit der Aus- 
werteeinheit verbunden ist und der AOTF-TVeiber die Fre- 
quenz anhand des aufgenommenen Intensitatssignales der 
Diode 19 nachstellt, indem die Frequenz vorzugsweise um 
+/- 200 KHZ variiert wird, bis ein maximales Signal er- 
reicht ist. 
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Weiterhin besteht eine vorteilhafte Losung darin, fiir den 
AOTF eine separate Heizung oder Kiihlung vorzusehen. 

Besonders vorteilhaft wird der Kristall auf einen Bereich 
groBer 35°C, beispielsweise 40**C geheizt und innerhalb ei- 
5 nes vorgegebenen Fensters konstant gehalten. 

Die Laserleistung in der ersten Beugungsordnung bleibt 
dann iiber den gesamten Temperaturbereich von beispiels- 
weise 15°C-35°C innerhalb enger Grenzen konstant. Ein 
Beispiel einer stabilen Temperaturregelung, deren Rege- 
10 lungsschwankungen keine fDr die LaserScanMikroskopie 
nachteiligen Effekte zeigen, zeigt Fig. 2, 

Auf einem Gehauseteil G, das Zufiihrungen Z zur Span- 
nungsversorgung des AOTF aufweist, ist der Te02-Kristall 
des AOTF angebracht, wobei die durchgehende Laserstrah- 
15 lung schematisch angedeutet ist. 

Zwischen dem Gehause G und dem Te02-Kristall befin- 
det sich eine elekUrisch beheizbare oder kiihlbare Platte P, 
deren Strom versoigung ST beispielsweise wie dargestellt 
auf der AuBenseite des Gehauses angebracht sein kann. 

Die Stromversorgung ST ist mit einer Regelung verbun- 
den, die mit einem Temperaturfiihler verbunden ist, der di- 
rekt am Te02 Kristall oder an der Stromversorgung ST an- 
geordnet sein kann. 

Die Regelung kann Teil der Stromversorgung ST sein, 
aber auch iiber die Ansteuereinheit 34 erfolgen, 

Der Temperaturfiihler TF kann auch, wie in Fig, 1 bereits 
dargestellt, am Gehause angebracht sein und mit der Aus- 
werteeinheit 34 verbunden sein, die die Temperaturande- 
rung erfaBt und den AOTF entsprechend ansteuert. 

Patentanspriiche 

1. Laser Scanning-Mikroskop mit einem AOTF im 
Laser-Einkopplungsstrahlengang, wobei in der Umge- 
bung des AOTF oder in dessen Nahe oder mit diesem 
verbunden ein Temperaturfiihler vorgesehen ist. 

2. Laser-Scanning-Mikroskop mit einem AOTF im 
Laser-Einkopplungsstrahlengang, wobei eine Heizung 
oder Kiihlung des AOTF und/ oder seiner Umgebung 
erfolgt. 

3. Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 2, wo- 
bei die Heizung oder Kiihlung auf einen konstanten 
Wert geregelt erfolgt. 

4. Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 3, wo- 
bei die Heizung auf einen Wert oberhalb erwarteter La- 
borbedingungen erfolgt. 

5. Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 4, wo- 
bei der Wert oberhalb 35 Grad Celsius liegt. 

6. Laser-Scanning-Mikroskop nach einem der Ansprii- 
che 2-5, wobei in der Umgebung des AOTF oder in 
dessen Nahe oder mit diesem verbunden ein Tempera- 
turfiihler vorgesehen ist. 

7. Laser-Scanning-Mikroskop nach einem der Ansprii- 
che 2-6, wobei der Temperaturfiihler zur Regelung der 
Temperatur mit der Heizung oder Kiihlung iiber eine 
elektronische Steuerung verbunden ist. 

8. Laser-Scanning-Mikroskop nach Anspruch 1, wo- 
bei der Temperaturfiihler mit einer Ansteuereinheit fiir 
den AOTF verbunden ist. 
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